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POSTUPCI DOKAZIVANJA VRSTE ANIMALNIH 
BJELANČEVINA 
Smajlović1 M.,  A. Kratina2, A. Smajlović3, F. Čaklovica1, D. Alagić1, K. Čaklovica1, E. Članjak, E.  Kratina4
SAŽETAK
Identifikacija vrste mesa odnosno vrste animalnih bje-
lančevina vrši se u mnogim zemljama iz različitih razloga, 
kako ekonomskih tako i religijskih i zdravstvenih. Cilj te 
identifikacije je sprečavanje zamjene odgovarajućeg
mesa, namijenjenog za ljudsku upotrebu, s neodgovaraju-
ćim ili manje vrijednim.
Identifikaciju vrste mesa često otežava termička obrada
mesa i proizvoda od mesa jer tijekom ovih procesa dolazi 
do promjene svojstava i sastava mesa, što se naročito 
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odnosi na bjelančevine i masti.
Kvalitativna identifikacija vrste mesa je uvijek na prvom
mjestu. Analitička identifikacija vrste je zasnovana na
izdvajanju njenih specifičnih dijelova i svojstava, koje
su genetski određene. Na osnovi primijenjenog principa 
detekcije moguće je razlikovati određene skupine metoda 
kao što su fizikalno-kemijske, serološke i molekularno-
biološke metode.  
Ključne riječi: metode, vrsta mesa
UVOD
Kao i kroz povijest, danas se poklanja posebna 
pažnja higijenskoj ispravnosti i sljedivosti naročito 
namirnica animalnog porijekla. U međunarodnoj 
trgovini proizvodima životinjskog porijekla, traže se 
dokazi o porijeklu i sastavnim dijelovima određene 
namirnice, certifikat o fizikalno-kemijskoj kvaliteti i 
mikrobiološkoj ispravnosti, potvrda o nepostojanju 
ili postojanju definiranih tolerantnih količina različitih
rezidua kemijskog porijekla u hrani, vrsti bjelanče-
vina i masti u namirnicama itd. Sve ovo se radi u 
cilju sprečavanja širenja različitih zaraznih bolesti i 
trovanja ljudi i životinja koje su u vezi s hranom ili iz 
kulturnih, vjerskih ili gastronomskih navika. U zadnjih 
nekoliko godina je naročito aktualan slučaj bovine 
spongioformne encefalopatije (BSE), što obavezuje 
na kontrolu animalnih bjelančevina u stočnoj hrani.
Identifikacija vrste mesa odnosno animalnih
bjelančevina je važna kontrolna mjera koja služi u 
sprečavanju zamjene određenog mesa onim koje je 
zabranjeno za određene društvene grupe ili manje 
vrijednim vrstama mesa u proizvodima od mesa koji 
su namijenjeni za ljudsku upotrebu (Čaklovica i sur., 
1998.; Necidova i sur., 2002.). Osim ovoga, falsifi-
ciranje mesnih proizvoda i njihovo neodgovarajuće 
deklariranje može dovesti do opasnosti od pojave 
različitih alergijskih reakcija kod osjetljivih potrošača 
s nepredvidivim ishodom (Necidova i sur., 2002.).
U nadzoru primjene propisa o deklaraciji vrsta 
mesa u prometu, koriste se anatomsko-morfološka, 
vizualna i druga organoleptička svojstva mesa, a po 
potrebi i laboratorijska ispitivanja (histološka, fizi-
kalno-kemijska, serološka i dr.). Pripadnost velikih 
komada mesa određenoj vrsti može se utvrditi bez 
poteškoća, jer postoje izrazite razlike u anatomskoj 
građi i u svojstvima mišićnog, vezivnog i masnog 
tkiva. Posebne poteškoće predstavlja diferencijacija 
malih komada mesa, te mljevenog i termički obra-
đenog mesa (kuhano, pečeno itd.). Za dokazivanje 
vrsta mesa u miješanim supstratima (konzerve, 
kobasice i sl.), organoleptički nalaz je nesiguran i 




Kao metoda za identifikaciju vrste animalnih bje-
lančevina odnosno vrste mesa, histološka pretraga 
se danas rjeđe koristi zbog postojanja pouzdanijih 
metoda. Zasniva se na primjeni specifičnog načina
bojenja ispitivanog uzorka ili kemijski (određivanje 
količine oksiprolina), gdje se pokušava utvrditi pri-
sutnost grubljeg vezivnog tkiva. Metoda se koristi 
za utvrđivanja patvorenja kobasica dodavanjem 
nedeklariranih vrsta mesa i to samo u slučaju kada 
nadjev ispitivane kobasice nije suviše usitnjen, jer je 
u suprotnom metoda nepouzdana (Rašeta, 1981).
1.2. Fluorescencija pod UV svjetlom
UV svjetlost se može koristiti za detekciju pridoda-
nih životinjskih dijelova mješovitim supstratima kao 
što su konzerve ili kobasice na način da se hrska-
vično, koštano i vezivno tkivo boje bijelo, kuhana 
jetra svjetlo ili tamno žuto, kuhano vime u različitim 
nijansama žute boje, dok loj i druga masna tkiva 
ne fluoresciraju. Kao i kod histološke pretrage, ova
metoda je od koristi samo onda ako supstrat nije 
suviše usitnjen (Rašeta, 1981.).
1.3. Mikroskopija
1.3.1. Metoda bliske infracrvene spektroskopije 
(eng. Near Infrared Spectroscopy-NIRS)
Ova tehnika je naročito korisna za identifikaciju
organskih supstanci. Princip rada NIRS-a se zasni-
va na absorpciji svjetlosti (absorbanci) određene 
valne dužine elektromagnetnog spektra od strane 
molekula koje sadrže analizirani uzorak. Ovo je 
analitička metoda široko zastupljena u proizvodnji 
hrane, a prednosti su joj brzina, upotreba bezo-
pasnih reagensa, kratka i jednostavna priprema 
uzorka, ekonomska pristupačnost itd. Osnovni 
nedostatak ove metode je to što je indirektna i 
zbog toga zahtjeva veliki broj referentnih vrijedno-
sti autentičnih uzoraka da bi se dobio kalibracijski 
ili diferencijalni model. Metode temeljene na NIRS 
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tehnologiji imaju svoju aplikativnu ulogu u globalnoj 
kontroli sastavnih dijelova stočne hrane. Metode su 
dosta jednostavne za upotrebu i mogu se koristiti za 
brzu detekciju sumnjivog materijala, nakon čega se 
može upotrijebiti neka od potvrdnih metoda (Gizzi i 
sur., 2003; slika 1.).
1.3.2. Vibracijska spektroskopija FT-IR (Fourier 
Transform Infrared) je vrsta spektroskopije koja 
je danas uvelike zamijenila klasičnu infracrvenu 
spektroskopiju zbog veće brzine i osjetljivosti. Ova 
metoda se zasniva na matematičkoj operaciji trans-
formacije kompleksnih krivulja u interferogram ili 
zbir različitih interferencija svjetlosnih valova koji se 
preklapaju, dok se krivulje komponenti u supstratu 
pretvaraju u infracrveni spektar. Ellis i sur. (2005) su 
korištenjem ove metode pokušali utvrditi mogućnost 
razlikovanja između kokošjeg i purećeg mesa kao 
i utvrđivanje razlikovanja među mišićnim grupama 
ove dvije vrste peradi. Mjerenje FT-IR i Raman meto-
dom je vršeno direktno s površine uzoraka mesa i 
ustanovljena je mogućnost određivanja životinjske 
vrste i vrste mišićne grupe nakon kvantitativne inter-
pretacije infracrvenog spektra pomoću funkcijskih 
analiza.
1.4. Kromatografske tehnike 
1.4.1. Tekućinska kromatografija (LC)
Kvantitativne i kvalitativne kromatografske razli-
ke vrsta mesa se koriste za njihovu identifikaciju.
Tekuća kromatografija je jedno-
stavna, brza i pouzdana metoda, 
a može se koristiti za detekciju 
vrsta svježeg i smrznutog mesa, 
te za određivanje vrste animalnih 
bjelančevina u mesnim mješavi-
nama koje nisu toplinski obrađe-
ne. Ovom metodom moguće je 
izvršiti identifikaciju različitih vrsta
mesa: sirove govedine, svinjetine, 
teletine, piletine, puretine i pače-
tine (Ashoor i sur., 1988). Uzorci 
se miješaju s vodom, a topive 
bjelančevine tih vodenih mješa-
vina se separiraju pomoću LC 
metode. Meso (bjelančevine) iste 
životinjske vrste imaju iste kroma-
tografske profile, a razlika je kvan-
titativna, dok meso (bjelančevine) 
porijeklom od različitih vrsta životinja imaju i različite 
kromatografske profile.
1.4.2. Plinska kromatografija
Ovom metodom se mogu dokazati različite vrste 
animalnih bjelančevina u miješanom supstratu. 
Detekciju tkiva centralnog nervnog sistema (CNS-a) 
tj. mozga i kičmene moždine, pomoću GC-MS meto-
da, i određenih masnih kiselina i njihovih metilnih 
estera, pokazala se kao uspješan prilaz problemu 
identifikacije riskantnih tkiva u mesnim proizvodima.
Ovakvom analizom dostignut je nivo kvantifikaci-





Biološko diferenciranje bjelančevina pomoću 
precipitacije se zasniva na činjenici da se, poslije 
parenteralnog unošenja u organizam topivih bjelan-
čevina, u njemu stvaraju specifične supstance, koje
ih aglutiniraju i precipitiraju. U ovom slučaju, kao 
najpodesnije ogledne životinje pokazali su se kunići. 
Ubrizgavanjem sterilnog konjskog mesnog ekstra-
kta ili mesnog ekstrakta druge životinjske vrste u krv 
kunića, dobiva se serum kunića koji ima svojstvo da 
iz otopine taloži (precipitira) samo konjske bjelan-
čevine ili bjelančevine druge korištene životinjske 
vrste (Rašeta, 1981).
 Slika 1. Izgled bliskog infracrvenog spektra za hranu koja sadrži 
komponente biljnog (•) i životinjskog porijekla (◦).
 Figure 1. Appearance of near infrared spectrum for food containing 
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2.2. Agar gel imunodifuzija
Hayden (1981) je koristio antiserum za termosta-
bilne antigene kako bi utvrdio patvorenje u kuhanim 
goveđim kobasicama, koristeći imunodifuzioni test. 
Antiserum termostabilnih mišićnih antigena (TMAs) 
se može koristiti za identifikaciju vrste kod sirovih,
kuhanih i autoklaviranih mesnih ekstrakata, čak i od 
filogenetski blisko srodnih vrsta pomoću testa agar
gel imunodifuzije. 
2.2.1. Jednosmjerna radijalna imunodifuzija (Man-
cinijev postupak) 
Rezultat reakcije imunodifuzije vrši se mjerenjem 
promjera precipitacijskog kruga i izračunavanjem 
njegove površine, a dobiveni rezultat se usporedi 
s podacima na baždarnoj krivulji. Ova krivulja se 
dobiva tako što se izmjere promjeri i izračunaju 
površine precipitacijskih krugova nastalih u reakciji 
između standarda antiimunoglobulina i uzorka seru-
ma s poznatom količinom imunoglobulina (Naglić i 
Hajsig, 1993).
2.2.2.Dvosmjerna radijalna imunodifuzija (Ouc-
hterlonys postupak) 
Ovo je pouzdan postupak koji se jednostavno 
izvodi, a pogodan je u određivanju vrsta mesa. Ova 
metoda služi za razlikovanje animalnih bjelančevina 
u obarenim kobasicama Od jednosmjerne radijal-
ne imunodifuzije se razlikuje jer su oba učesnika 
serološke reakcije tj. antigen i antitijela, unose u 
udubljenja u agar gelu. Iz ovih udubljenja zrakasto 
difundiraju u gel tvoreći tako u njemu precipitacijsku 
liniju na mjestima gdje je došlo do uspostavljanja 
optimalnih odnosa njihovih koncentracija (slika 2). 
Ova metoda je znatno osjetljivija od jednosmjerne 
radijalne difuzije (Kang’ethe i sur., 1986; Poli i sur., 
1977).
2.3. Imunoelektroforeza
Imunoelektroforeza je specifična metoda koja
kombinira prednosti elektroforeze i imunodifuzije 
u gelu. Za identifikaciju vrsta mesa u mesnim pro-
izvodima koristi se elektroforeza u agar gelu, u koji 
se antigen i antitijela stavljaju u posebna, nasuprot 
smještena udubljenja. Kada se uključi istosmjerna 
struja, antitijela se kreću prema katodi zbog strujanja 
pufera u tom smjeru (elektroendosmoza). Molekule 
antigena, koje su dovoljno jako negativno nabijene, 
kreću se u suprotnom smjeru prema anodi, pa na 
 Slika 2. Shematski prikaz očitavanja rezultata dvosmjerne imunodifuzijske metode
 Figure 2. Results of imunofdifusion method
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mjestu optimalnog odnosa koncentracija oba uče-
snika reakcije nastane precipitacijska linija (Naglić 
i Hajsig, 1993).
2.4. Izoelektrično fokusiranje
svježeg mesa goveda, bufala, konja, klokana, ovce, 
koze i svinje, odnosno uzoraka s različitim količina-
ma goveđeg, svinjskog i purećeg mesa. Rezultati su 
pokazali da se uz pomoć izoelektričnog fokusiranja 
može razlikovati vrsta mesa tj. napraviti razlika izme-
đu svježeg mesa goveda, bufala, konja, klokana i 
svinje, ali nije moguće izvršiti diferencijaciju izme-
đu mesa ovce i koze. Priprema uzoraka i tehnika 
separacije je jednostavna, a rezultati se mogu brzo 
dobiti.
2.5. Imunobloting (Western Blot) tehnika
Ova tehnika daje informacije o prisutnosti, molekul-
skoj masi i/ili količini antigena kombiniranjem sepa-
racije bjelančevina gel elektroforezom i specifičnog
prepoznavanja antigena odgovarajućim antitijelom. 
Imunobloting je jedna od tehnika za utvrđivanje tkiva 
CNS-a u proizvodima od mesa. Lucker i sur. (2000) 
su ovom metodom ispitivali toplinski obrađene 
mesne proizvode na prisutnost neuron- specifičnih
eneolaza i glijalnih fibrilarnih kiselih bjelančevina i u
uzorcima utvrdili tkivo CNS-a.
2.6. Enzimska imunoapsorpcijska analiza
Ova metoda je danas široko rasprostranjena u 
dijagnostici različitih rezidua u hrani (antibiotika, 
hormona, mikotoksina itd.), kao i za utvrđivanje 
vrste bjelančevina u namirnicama. Poznatija je pod 
engleskim nazivom ELISA (Enzyme Linked Immu-
nosorbent Assay) i spada u grupu vrlo osjetljivih 
seroloških reakcija, a zasniva se na reakciji antigen-
antitijelo.
Indirektna ELISA se koristi u pojednostavljenom 
obliku za analizu različitih sirovih vrsta mesa i pro-
izvoda od sirovog mesa. Većina dostupnih ELISA 
postupaka za određivanje vrste sirovog mesa koriste 
poliklonalna antitijela krvnih bjelančevina, bjelanče-
vina seruma (Griffiths i Billington 1984; Kang’ethe i
sur., 1982; Patterson i sur. 1984) ili topivih bjelanče-
vina mišića (Martin i sau., 1986).
Postupak dvostrukih antitijela (sendvič ELISA) 
prilagođen je identifikaciji antigena. Na stjenku udu-
bljenja mikrotitracijske ploče se najprije absorbiraju 
neoznačena antitijela za antigen koji se ispituje. 
Na njih se nanese ispitivani antigenski pripravak, 
pa enzimom označena antitijela za antigen koji se 
želi dokazati, te se na kraju doda enzimski supstrat. 
Nakon nanošenja svakog pojedinačnog učesnika 
u reakciji i njihove inkubacije, nevezani učesnici u 
 Slika 3. Separacija laktat dehidrogenaza izoencima iz 
svježeg  mesa s elektroforezom (Slattery i Sinclar, 1983)
 Figure 3. Seapration of lactat dehydrogenaze 
isoenzym from raw meat by elektrophoresis (Slattery i 
Sinclar, 1983)
B – Beef  / govedina
Bu – Buffalo
S – Sheep / ovčetina
G – Goat/kozje meso
H – Horse / konjetina
Kr - Red kangaroo / meso 
crvenog klokana
Kg – Grey kangaroo / meso 
sivog klokana
P – Pig/svinjetina
Ovo je tehnika kojom se u električnom polju raz-
dvajaju bjelančevine na nosaču koji sadrži pH gradi-
jent, obično s konstantnim padom pH vrijednosti od 
katode prema anodi. Proteini putuju pod utjecajem 
električnog polja od katode prema anodi, do onog 
pH gradijenta koji odgovara njihovim izoelektričnim 
točkama, gdje se koncentriraju u vrlo oštre frakcije. 
Danas postoje puferi sastavljeni od smjese sintet-
skih aminokiselina, amfolini, koji u električnom polju 
sami stvaraju pH gradijente. Ovom se tehnikom 
postiže vrlo dobro razdvajanje i zato se upotrebljava 
u eksperimentalnom radu u ispitivanjima sastava 
različitih bjelančevina (Štraus, 1988).
Drugi autori (Sinclair i Slattery, 1982; Skarpeid 
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reakciji se ispiru iz udubljenja puferskom otopinom, 
a pozitivan ili negativan rezultat reakcije odredi se 
prema promjeni boje supstrata. 
3.  MOLEKULSKO-BIOLOŠKE METODE
3.1. Lančana reakcija polimerazom (eng. Poly-
merase Chain Reaction; PCR)  
Princip identifikacije vrsta mesa ovom molekul-
sko-biološkom metodom bazira se na umnožavanju 
jednog dijela citohrom-b gena. Svaka životinjska 
vrsta ima specifičnu građu DNK lanaca koja se
nakon multipliciranja (umnožavanja) razdvaja elek-
troforezom u agar gelu (Meyer i sar., 1995.). Jedno-
stavnim postupkom, koji se koristi i kod sirovih i kod 
termičkih obrađenih proizvoda od mesa, izolira se 
DNK iz ispitivanog uzorka, a zatim se PCR metodom 
iz ispitivane i poznate referentne DNK amplificiraju
homologna područja citohrom-b gena. Ovaj gen je 
posebno važan zato što ga ima dosta u svim sta-
nicama i zato što međunarodne banke podataka 
posjeduju detalje o njegovim sekvencama. Nakon 
elektroforeze se uspoređuju dobiveni profili, te se na
osnovu njihovih razlika može izvršiti diferencijacija 
pojedinih vrsta mesa. Granice detekcije animalnih 
bjelančevina za ovu metode je ispod 1 % (Sun i Lin, 
2003.), a za multipleks PCR metodu 0,25 % (Bella-
gamba i sur., 2003.).
Rezultati istraživanja granice detekcije svih meto-
da opisanih u ovom radu su prikazani u grafikonu 1.
iz kog se vidi da su dijagnostičke metode s najnižom 
granicom detekcije plinska kromatografija (GC) čiji
 Slika 4. Različite početnice specifične za vrstu
za detekciju goveđeg, svinjskog i ovčjeg mesa PCR 
metodom
 Figure 4. Species specific primers for detection of
beef, pork and sheep meat with PCR
 Grafikon 1. Komparacija osjetljivosti pojedinih metoda za dokazivanje vrste animalnih bjelančevina
 Graph 1. Sensitivity comparation of methods for identification of proteins of animal origin















IO je nivo kvantifikacije tkiva CNS-a u količini od 0,01
% (Lucker i sur., 2004), te već spomenute granice 
detekcije za PCR 1 % (Bellagamba i sar., 2003; Sun 
i Lin, 2003).
UMJESTO ZAKLJUČKA
Usavršavanje metoda za dokazivanje vrste ani-
malnih bjelančevina u mesu i mesnim proizvodima 
pokazuje vidljive rezultate. Svaka od postojećih 
metoda ima prednosti i nedostatke. Osjetljivost, 
specifičnost, mogućnost reproduciranja i praktičnost
opisanih metoda su različiti. Nijedan od postupaka 
se ne može univerzalno zamijeniti nekim drugim, 
ali se oni mogu međusobno dopunjavati. U spornim 
slučajevima neophodno je imati na raspolaganju 
metode koje se zasnivaju na različitim principima i 
kriterijima dokazivanja.
SUMMARY
METHODS FOR IDENTIFICATION OF ANIMAL PROTEIN 
ORIGIN
Identification of meat species or proteins of animal
origin is being used in many countries from different 
reasons, like economic as well as religious and health 
reasons.  The aim is to prevent replacement of the appro-
priate meat, assigned for human nutrition, with unsuitable 
or less valuable types.
The actual identification of animal species is very often
made difficult in heat treated meat products because dur-
ing this process, characteristics and content of compo-
nents of meat parts change. This is especially true with 
proteins and fat. 
Qualitative identification of meat species is always a
primary issue. Analytical identification of one species
rests on separation of specific components and their
characteristics, which have been genetically determined. 
According to the applied principles of detection, it is pos-
sible to differentiate various groups of methods such as 
physical-chemical, serological and molecular-biological 
methods.
Key words: methods, meat species.
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PROTEOLIZA MIŠIĆNOG TKIVA TIJEKOM 
ZRENJA PRŠUTA
M. Krvavica1, A. Lukić1, M. Vrdoljak1, J. Đugum2, D. Ćurić3 
SAŽETAK
Proteoliza je složeni biokemijski proces u kojem se 
proteini pod utjecajem endogenih enzima hidroliziraju u 
manje jedinice - peptide i slobodne aminokiseline. Post-
mortalna razgradnja mišićnih proteina odvija se pod 
utjecajem mišićnih proteaza odnosno endopeptidaza (kal-
paini i katepsini) koje sudjeluju u početnom omekšavanju 
mišićnog tkiva i egzopeptidaza (peptidaze, aminopeptida-
ze i karboksipeptidaze) koje učestvuju u kasnijim fazama 
proteolize. Proteoliza u mišićima započinje oslobađanjem 
Ca2+ iona iz sarkoplazmatskog retikuluma i aktivacijom 
kalpaina koji razlažu Z-membranu i regulatorne proteine, 
a nastavlja se aktivacijom katepsina i hidrolizom glavnih 
miofibrilarnih proteina koje kalpaini nisu u stanju hidrolizi-
rati. Postmortalna razgradnja proteina i porast pH mesa 
uz porast koncentracije soli uzrokuje inaktivaciju kalpaina 
već 10 do 14 dana nakon klanja. U ovim procesima nasta-
ju proteinski ostaci i polipeptidi srednje veličine. Daljnja 
razgradnja polipeptida i oligopeptida do malih peptida 
i slobodnih aminokiselina rezultat je djelovanja različitih 
egzopeptidaza (tripeptidilpeptidaza, dipepridilpeptidaza, 
dipeptidaza, aminopeptidaza i karboksipeptidaza). Nastali 
produkti proteolize izravno utječu na konzistenciju pršuta 
te sudjeluju u stvaranju karakteristične arome i okusa, 
odnosno formiranju konačnih organoleptičkih svojstava 
pršuta.  
Ključne riječi: proteoliza, pršut
UVOD
Proteoliza je značajan niz biokemijskih reakcija u 
tkivima pršuta, koje sudjeluju u stvaranju karakteri-
stične ukupne arome, okusa i mirisa tijekom procesa 
prerade. Proteolitička aktivnost glavna je značajka 
endogenih enzimskih sustava u tkivima pršuta. Oni 
uz limitirajuće čimbenike (pH, koncentracija soli i vla-
ge itd.), stvaraju nepovoljne uvjete za rast mikroor-
ganizama, te je i aktivnost mikrobnih enzima unutar 
pršuta beznačajna (Molina i Toldrá, 1992). 
Važnost proteolize kao čimbenika kakvoće pršuta, 
očituje se na nekoliko načina. Proteoliza izravno 
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